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高齢化社会を迎えるに至り、いつまでも健康で若々しく、美しくありたいという願いが男女
問わず存在し、美や健康に対する意識や願望が年々高まる昨今、消費者が十分満たされている
という実感を持っていないという事実に着目し、天然物由来の生理活性成分の探索と機能性の
開発を目的として本研究を進めてきた。本研究対象としたサンシュユは、古くは神農本草経の
中品に収載される生薬で、滋養、強壮、収散、止血薬として補腎、盗汗、頻尿に応用されてき
た。薬理作用として熱水抽出物より抗菌・抗真菌活性、抗ヒスタミン、抗アセチルチルコリン
活性、抗アレルギー活`性を示し、エタノール抽出物は民間伝承薬的に、滋養強壮剤として用い
られてきた。また、構成成分としてloganmswemside、morronisideなどのイリドイド型モノ
テルペン配糖体、ウルソール酸（トリテルペノイド)、酒石酸、リンゴ酸、没食子酸などの有機
酸のほか、isoterchebin、ｃｏｍｕｓｉｍＡ,ＥＣなどのタンニン類を含有することが知られておりⅡ
薬理薬効成分を含む生薬として、伝統医療面で使用されてきた事実を裏付ける証明も多方面か
らされてきた。これらの機能は経口摂取によるものであり、外用で適応した生物活性成分およ
びその機能性の研究報告はこれまでなかった。そこで著者はまず、薬理薬効が認められている
熱水抽出物や含水エタノール抽出物からの生物活性成分の探索を試みた。種々の生体反応にお
いて関与が知られており、特に皮層組織に対して、乾燥や老化、色素沈着、強いてはガンの誘
発に関与することが知られるラジカル消去活性を指標として成分の単離精製を試みた。
1．サンシュユ（qmJJsq"fcirMs）からの抗酸化活性物質の探索
サンシュユを熱水あるいは５０％ＥｔＯＨにて各々抽出し、その抽出物をDPPＨラジカル消去
活性法にて抗酸化活性を測定したところ､同抽出物に強い抗酸化活性を認めた｡そこで､ＨＰ-20、
シリカゲル、ＯＤＳカラムクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーなどを用いて精
製を試みた。その結果、caffeicacid、loganin、swemside、molTonisideacetate、comusideを単
離した。この成分のうち、caffeicacidとcomusideは強いDPPＨラジカル消去活性を有して
おり、サンシュユが示す抗酸化活性の主たる成分はこれらであることがわかった。
紫外線を浴びると、曝露された部分は、メラノサイトでメラニンを形成し、細胞のＤＮＡが
傷害を受けないようケラチノサイトへ転送され、生体防御反応的に機能する。通常、紫外線の
刺激が無くなれば、ケラチノサイトはターンオーバーにより、メラニンを排泄し元の皮膚の状
態に戻るが、過剰な紫外線等により細胞が障害を受けると、メラニンを永続的に作り続け色素
斑となる。こうした紫外線照射による皮膚の色素沈着メカニズムはメラノサイト刺激因子（メ
ラノージェン）が誘導されて、メラノサイトを活性化することにより引き起こされるとされて
－４－
いる。このメラノージェンの一つとして、ｉNOSの関与が報告されている。また、メラノサイ
ト内におけるメラニン合成経路は、酸化反応であり、フリーラジカルの存在下では自動酸化さ
れて、重合反応まで進むものとされる。そこで、著者はラジカル消去活性が、紫外線で誘導
される色素沈着を改善するのではないかという推定の元に、紫外線誘導した色素沈着に対する
効果を、アルブチンを陽`性対照に用いて評価を行った。サンシュユ抽出物はアルブチンと同程
度の作用を実験動物において示した。この作用は、loganinとcomusideのｍＷかｏでの活性酸
素消去（フリーラジカル消去を含む）活`性及びL-DOPAの自動酸化抑制対応と考えられた。今
後はサンシュユ構成成分を用いるヒト評価試験を行うのに十分な量を分取、精製することが望
まれる。本研究では追求できなかったが、モルモット小腸に対する抗ヒスタミン作用の報告例
からも、メラノージェンであるヒスタミン遊離活性阻害による色素沈着抑制の経路も存在する
と考えられる。
2.サンシュユ（cm2JUsq"肋wU肋）のケラチノサイト成熟化への影響
色素沈着の機序としてメラノサイト内で形成されたメラニンが、貴食によりケラチノサイト
へ引き渡されて皮膚を黒化させるというメラノサイトとケラチノサイトの相互作用があり、色
素沈着を改善するポイントの一つとして近年盛んに研究されている。筆者は腕ｗかｏでラジカ
ル消去活性およびメラニン形成抑制作用を認めたサンシュユ抽出物及びその構成成分である
loganinとcomusideが、メラノサイトだけでなく、ケラチノサイトにも影響を及ぼすのではな
いかと考えた｡古来より滋養強壮剤として用いられてきた経緯から、細胞の代謝が活`性化され、
ケラチノサイトのターンオーバーを促進するのではないかと考えた。過去に行ったモニターア
ンケートの調査結果において､70％のモニターが皮層状態で気になることとして｢皮膚の乾燥」
を挙げたことから、人々が年代、季節を問わず、化粧品に期待する要望は「ドライスキンの改
善」であるという背景からも、ケラチノサイトに対する影響を検討する必要`性を考えた。皮膚
は、ケラチノサイト由来の成分を主体とする扁平な細胞が２０層近く緊密に重なり合い、その
間を細胞間脂質が埋める構造をとっているが、この細胞間脂質はケラチノサイトの層板穎粒よ
り放出されたセラミド、コレステロール、脂肪酸から成り、層状のラメラ構造をとっている。
ドライスキンになるとこのラメラ構造は不揃いになり、水分の蒸散量の上昇あるいは保持能の
低下をおこす。改善されれば、ホメオスタシスにより改善されるが、こうした環境が持続すれ
ば、ターンオーバーを早めることにより、バリア機能を保持しようと作用する。しかし、十分
に成熟してないケラチノサイトは､脱核や扁平化が進まず､落屑することなく表皮にとどまる。
その結果、表皮肥厚や角質細胞面積の縮小といった現象を引き起こす。ドライスキンではこう
した現象が起こっている。そこで、作為的にＦライスキンを誘発し皮膚バリア機能に対する影
響を検討した。バリア機能を調べる方法の一つとして、非侵襲的に皮層組織の水分の挙動を調
査する方法が好ましい。経表皮水分蒸散量は電極間の蒸気圧を測定することにより、水分の蒸
散量を算出する方法であり、発汗等の影響を受けるため、恒温`恒温度の環境下で測定する必要
性はあるが、皮膚より蒸散する水分量を測定する方法として非常に良く用いられている。この
経表皮水分蒸散量の測定において、サンシュユ抽出物およびＰＰＡＲｌ３/6agonistはcontrolと比
較して水分蒸散量を有意に減少させ､皮膚インピーダンス値が有意に上昇していた｡すなわち、
サンシュユ抽出物は皮層から水分の蒸散を押さえ、皮層内に水分をとどめる作用を有し、作為
的に荒らした皮膚バリア機能の回復を促進する可能性を示唆した。また、連続の外用により、
バリア破壊により生じていた背部皮膚に認められた落屑と紅斑が全て消失したことからもそ
の様子はうかがえた。組織学的に検討したところ、ドライスキン状態で認められる表皮肥厚、
有核細胞の出現や角質細胞面積の縮小を抑制し、正常な皮層状態と変化がないように観察され
た。このことからサンシュユ抽出物はドライスキン状態の皮膚組織に対して回復能を向上させ
る作用を持つことが判明した。
PPARはげっ歯においてぺルオキシソーム増殖を誘発する化合物によって活性化されるタン
パクとして発見された核内受容体である。近年、ＰＰＡＲは白血球の活`性化因子であるロイコト
リエンＢ４がPPAR-oCの内因性のリガンドとして作用することをみいだされて、PPAR-aの炎
症への関与が証明された。PPAR-Yは活性型マクロファージでその発現が上昇し、内因性
l5d-PGJ2に応答して、ｉNOS、ケラチナーゼＢなどの遺伝子を転写レベルで抑制する。さら
に皮層障害に伴い発現するTNF-qやIFN-yなどが、ストレス応答性キナーゼを介して
PPAR-p/6の誘導やそのリガンドの産生を促進するために起こると証明されている。しかし、
PPAR-6/６については特異的な作用物質についてほとんど研究報告例がなかった。PPAR-6はヒ
トケラチノサイトに局在する主たるＰＰＡＲサブタイプであって、基底層に高発現しているこ
とが明らかにされ、皮膚組織の中で特にケラチノサイトの分化への関与が最近報告された。前
述のようなドライスキン状態を改善するサンシュユ抽出物の作用がPPAR-6/６を介している
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のではないかという仮定をたて､ホタルルシフェラーゼーウミホタルルシフェラーゼを用いたデ
ュアルレポーターアッセイ法にて遺伝子導入した細胞でPPARM発現レベルの違いを評価し
たところ、濃度依存的にPPAR-6/６発現を増進することが明らかになった。これまで
PPARl3/６のリガンドとして報告されているのは、脂肪酸、特に不飽和脂肪酸、ベザフイブラ
ートリノレイン酸代謝物であり、そのいずれも疎水`性の物質である。本研究で、検討したサ
ンシュユ抽出物は含水エタノール抽出物であるため、親水性物質であろうと考えられた。ケラ
チノサイトは基底層で分裂を繰り返し、有練層、穎粒層を経て角質層となるが、そうした過程
において、filaggrin,loricrin,mvolucrin,KelatmlOなど多くのタンパクを発現しず柔軟でかつ強
固な架橋構造をとりながら、バリアを補佐する作用によって外部刺激から各器官を保護してい
る。そうしたケラチノサイトの成熟化への影響を検討するために、マーカーの一つである
mvolucrin発現に対する影響を評価したところ、サンシュユ抽出物によってmvolucrin発現レ
ベルが上昇することがわかった。そこで、第一章で単離・精製された成分を用いて、PPARPp/６の発現に及ぼす影響を検討したところ、caffeicacid及びcomusideに濃度依存的な発現レベル
の上昇を認め、その作用はcomusideがより強いことがわかった。ケラチノサイトのバリア回
復能は、comusideのPPARPp6活性化を介した経路に基づくことが推察された。続いて、ケ
ラチノサイト分化のマーカーであるinvolucrinの発現に及ぼす影響を検討したところ、
comusideに濃度依存的なmvolucrin発現レベルの上昇を認められた。これらの結果から
comusideはPPARPl3/６の活性化を介して、ケラチノサイトの板層穎粒におけるmvolucrinの発
現を促し、ケラチノサイトの成熟化を増進することで、バリア破壊されたケラチノサイトの回
復能を高めることが示唆された。
3.考察
本研究では、サンシュユの生理活性成分に関する機能性の探索を行った。サンシュユの有色
モルモット皮膚における紫外線誘導された色素沈着の改善効果、腕〃ｏでのIoganinと
comusideの活性酸素消去（フリーラジカル消去を含む）活性及びL-DOPAの自動酸化抑制作
用及び'〃ｖ伽におけるcomusideのPPAR-p/6活`性化を介したケラチノサイト成熟化の促進
作用をみいだした。PPAR-β/６ノックアウトマウスにNSA、を投与した試験で、抗炎症作用
が減少しており、ＮｓＡｍの抗炎症効果はPPAR-6を介していると考える見方もある｡NSAＩＤが
PPARMUmヘテロダイマーの標的遺伝子への結合を抑制するとの報告があることからも本
研究結果との関連性に興味が持たれる。というのは､本研究においてcomusideがＢ１６メラノ
ーマ細胞におけるメラニン形成を抑制した結果から､腕ｗｖｏにおける色素沈着抑制作用を示す
と推測されるが、ただ単に、メラノサイト内での還元作用で抑制されるのではなく、メラノー
ジェンであるヒスタミンを肥満細胞から遊離させない抗炎症作用や、メラノサイトのレセプタ
ーをブロックする可能`性を秘めている。Comusideをヒトに外用した際にＦライスキン状態が
改善するかどうかは本研究では解明できなかった。大量に精製あるいは合成して実際ヒトに対
してどういう作用を示すかどうか検証する必要があると思われる。滋養強壮剤として民間伝承
的に使用されてきたサンシュユであるが、ＰＰＡＲ６/６トランスジェニックマウスの筋肉量が、
通常のマウスよりも増加し、運動量と持久力が２倍近くのびるという研究報告もなされてお
り、まだまだこうした生薬の研究あるいはPPAR-6/６の機能`性に関する研究には余地がある。
本研究において、古来より経口摂取による薬理的作用を示すとされる生薬について、外用での
新規作用を明らかにしたことは、作用メカニズムに関する新知見も含めて化粧品などの皮層外
用剤への応用の道が開かれたと考えられる。
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学位論文審査結果の要旨
本研究は番粧品への利用を視野において生薬サンシュユの機能性を明らかにする目的で，生理機能
の評価と有効成分の探索結果をまとめたものである．
本研究においてはまず皮jiWiへの色業沈ｲＩｆあるいは皮附のバリア機能に対するサンシュユエキスの作
用を検討し，有色モルモットの紫外線誘導による色紫沈;i`↑の改紳およびl1tli性へアレスマウスの皮炳バリ
ア機能を改尉醤する作用を明らかにした．銃いてそれぞれにlj9辿がある抗酸化活性，メラニン産生阻誓活
性およびペルオキソーム増/ii1i因子活性化受容体(PEAR-MD活性化作用を検討し，同エキスはそれらす
べての活`性を示すことを明らかにした．続いてそれらに関する有効成分を探率し，DPPＨラジカル消去
活性を抗酸化活性の指標としてサンシュユの熱水あるいは５０％エタノール抽出エキスを分面すること
により，caffeicaciCl,loganin,swerosi(Ie,morronisideおよびcornusideを単ljiM同定した．これらすべ
ての化合物はＢ１６メラノーマ細胞におけるメラニン産生を抑ｉｌｉＩし，caffbicaciCL
cornusiCleはＰＨＡＲ－６/6の発現レベルを活`性化することを見いだした．
以上の結果はサンシュユの外用における有用性を明らかにしたもので，香粧品分野１
用を示1唆するものとして本研究の意瀧は大きく，博士（薬学）に相当すると半Ｉ|折する．
loganinおよび
香粧品分野における新規な応
－７－
